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上调 ｍｉＲ⁃１４０ 增强

人 ＣＭＬ 细胞株 ＫＢＭ５Ｒ 对伊马提尼的敏感性

郑　 研， 李　 岚∗， 高秋英， 牛　 奔， 张维华

（陕西省人民医院 血液内科， 陕西 西安 ７１００６８）

摘要：目的 探究 ｍｉＲ⁃１４０ 对伊马替尼（ＩＭ）耐药慢性髓系白血病（ＣＭＬ）细胞株 ＫＢＭ５Ｒ 的 ＩＭ 敏感性的影响及其

机制。 方法 分别用 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＣＭＬ 细胞系 ＫＢＭ５ 和 ＫＢＭ５Ｒ 细胞中 ｍｉＲ⁃１４０ 和Ｂｃｌ⁃２的表达水

平。 将 ｍｉＲ⁃ＮＣ 或 ｍｉＲ⁃１４０ ｍｉｍｉｃ 转染入 ＫＢＭ５Ｒ 细胞，然后用 ２５～１００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＩＭ 处理细胞 ２４ ｈ，ＣＣＫ⁃８ 法检测

细胞活力。 用 １００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＩＭ 处理已转染 ｍｉＲ⁃ＮＣ 或 ｍｉＲ⁃１４０ ｍｉｍｉｃ 的 ＫＢＭ５Ｒ 细胞 ２４ ｈ，流式细胞测量术检测

细胞凋亡，ＪＣ⁃１ 染色检测线粒体膜电位，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 表达。 用生物信息学与荧光酶活性分析

法验证 ｍｉＲ⁃１４０ 与Ｂｃｌ⁃２之间的靶向关系。 结果 与 ＫＢＭ５ 细胞比较，ＫＢＭ５Ｒ 细胞中 ｍｉＲ⁃１４０ 表达水平明显降低

（Ｐ＜０􀆰 ０１），Ｂｃｌ⁃２ 表达水平明显增加（Ｐ＜０􀆰 ００１）。 在 ＩＭ 存在的条件下，与 ｍｉＲ⁃ＮＣ 组比较，ｍｉＲ⁃１４０ ｍｉｍｉｃ 转染组的

细胞活力明显降低（Ｐ＜０􀆰 ０１ 或 Ｐ＜０􀆰 ００１），细胞凋亡明显增加（Ｐ＜０􀆰 ００１），线粒体膜电位明显降低（Ｐ＜０􀆰 ００１），
ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 表达水平明显增加（Ｐ＜０􀆰 ００１）。 Ｂｃｌ⁃２ 是 ｍｉＲ⁃１４０ 的靶标。 结论 ｍｉＲ⁃１４０ 可能通过抑制靶基因

Ｂｃｌ⁃２来增加 ＫＢＭ５Ｒ 细胞对 ＩＭ 的敏感性。
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ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＫＢＭ５ ｃｅｌｌｓ， ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ⁃１４０ ｉｎ ＫＢＭ５Ｒ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ＜０􀆰 ０１） ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂｃｌ⁃２ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ＜０􀆰 ００１）． Ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｅｓ⁃
ｅｎｃｅ ｏｆ ＩＭ， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｉＲ⁃ＮＣ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｉｎ ｍｉＲ⁃１４０ ｍｉｍｉｃ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅ⁃
ｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ＜０􀆰 ０１ ｏｒ Ｐ＜０􀆰 ００１）； Ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ＜０􀆰 ００１）； Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ
ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ＜０􀆰 ００１）， ａｎｄ ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ
（Ｐ＜０􀆰 ００１）． Ｂｃｌ⁃２ ｗａｓ ａ ｔａｒｇｅｔ ｏｆ ｍｉＲ⁃１４０． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 ｍｉＲ⁃１４０ ｍａｙ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｔｈｅ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＫＢＭ５Ｒ ｃｅｌｌｓ ｔｏ
ＩＭ ｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅ Ｂｃｌ⁃２．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｍｉＲ⁃１４０； Ｂｃｌ⁃２； ＫＢＭ５ ｃｅｌｌｓ； ｉｍａｔｉｎｉｂ； ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ

　 　 慢性髓系白血病（简称慢粒） （ ｃｈｒｏｎｉｃ ｍｙｅｌｏｉｄ
ｌｅｕｋｅ⁃ｍｉａ，ＣＭＬ）是一种以费城染色体和断裂点簇集

区⁃艾贝尔逊白血病病毒（ ｂｒｅａｋｐｏｉｎｔ ｃｌｕｓｔｅｒ ｒｅｇｉｏｎ⁃
ａｂｅｌｓｏｎ ｌｅｕｋｅｍｉａ ｖｉｒｕｓ，ＢＣＲ⁃ＡＢＬ）融合基因为特征

的骨髓增生性疾病。 ＢＣＲ⁃ＡＢＬ 具有高酪氨酸激酶

活性，可激活如丝裂原活化蛋白激酶、Ｊａｎｕｓ 激酶 ／信
号传导与转录激活子和磷脂酰肌醇 ３⁃激酶等多种

通路的信号活性。 这些通路的激活可增加 Ｂ 细胞

淋 巴 瘤 ／白 血 病⁃２ （ Ｂ⁃ｃｅｌｌ ｌｙｍｐｈｏｍａ ／ ｌｅｗｋｍｉａ⁃２，
Ｂｃｌ⁃２） 蛋白的表达，最终促进 ＣＭＬ 细胞恶性增

殖［１⁃２］。 虽然伊马替尼（ ｉｍａｔｉｎｉｂ，ＩＭ）、尼罗替尼和

达沙替尼等酪氨酸激酶抑制剂（ ｔｙｒｏｓｉｎｅ ｋｉｎａｓｅ ｉｎ⁃
ｈｉｂｉｔｏｒｓ，ＴＫＩｓ）能明显改善 ＣＭＬ 患者的预后并延长

预期寿命，但依然约有 ２０％的患者 ＴＫＩｓ 耐药［３］。 因

此，逆转 ＴＫＩｓ 耐药性对 ＣＭＬ 的治疗具有重要意义。
近年来，微小 ＲＮＡｓ（ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ，ｍｉＲＮＡｓ）被广泛

认为是调节包括 ＣＭＬ 在内的多种癌进展以及化学耐

药的关键参与者［４］。 但 ｍｉＲＮＡ 种类繁多，其在 ＣＭＬ
的分子机制仍未得到很好的阐明。 业已发现，
ｍｉＲ⁃１４０是胃癌、骨肉瘤和结肠癌中的抑癌基因［５⁃７］。
尽管 ｍｉＲ⁃１４０ 在多种类型的癌中具有强烈的抗肿瘤

作用，但其在 ＣＭＬ 中调节化学耐药的潜在机制仍未

完全明确。 因此，本研究以 ＩＭ 敏感 ＣＭＬ 细胞 ＫＢＭ５
和 ＩＭ 耐药 ＣＭＬ 细胞 ＫＢＭ５Ｒ 为材料，旨在研究

ｍｉＲ⁃１４０对 ＫＢＭ５Ｒ 的 ＩＭ 敏感性的影响以及机制。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 细胞：人 ＣＭＬ 细胞系 ＫＢＭ５（上海传秋生物

科技有限公司）。
１􀆰 １􀆰 ２　 试剂和试剂盒：胎牛血清、ＤＭＥＭ 培养基和

Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司）；ＴａｑＭａｎ ｍｉＲＮＡ

分离 试 剂 盒、 ＴａｑＭａｎ ｍｉｃｒｏＲＮＡ 测 定 试 剂 盒 和

ＴａｑＭａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ（Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ
公司）；ｍｉＲ⁃１４０ ｍｉｍｉｃ 和阴性对照（ｍｉＲ⁃ＮＣ） （由上

海吉玛公司合成）；快速点突变试剂盒（Ａｇｉｌｅｎｔ 公
司）；Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ ／ ＰＩ 细胞凋亡检测试剂及蛋白

质提取和定量试剂盒（陕西脉元生物科技有限公

司）；抗 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 和 Ｂｃｌ⁃２ 抗体（ＣＳＴ 公司）；
ＣＣＫ⁃８ 法细胞计数试剂盒和 ＪＣ⁃１ 染色试剂盒（上海

碧云天生物技术有限公司）；抗 β⁃ａｃｔｉｎ 抗体和辣根

过氧化酶标记的 ＩｇＧ 二抗（北京百奥莱博科技有限

公司）；伊马替尼（ ＩＭ，纯度≥９９％）（上海阿拉丁生

化科技股份有限公司）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 细胞的培养与 ＩＭ 耐药细胞株 ＫＢＭ５Ｒ 构

建：将 ＫＢＭ５ 细胞接种在含有 １０％胎牛血清、１％青

霉素和 １％ 链霉素的 ＤＭＥＭ 培养基中， 置于在

３７ ℃、５％ ＣＯ２ 的细胞培养箱中培养。 按照文献

［３］方法，将 ＫＢＭ５ 细胞通过暴露在浓度递增的 ＩＭ
中，获得 ＩＭ 耐药的 ＫＢＭ５Ｒ 细胞株。
１􀆰 ２􀆰 ２　 细胞的转染：在转染细胞前，先将 ＫＢＭ５Ｒ
细胞接种在无血清、青霉素和链霉素的 ＤＭＥＭ 培养

基中 １２ ｈ，然后根据转染试剂的说明书步骤，用
Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ 试剂分别将 ６０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 的 ｍｉＲ⁃１４０
ｍｉｍｉｃ 或 ｍｉＲ⁃ＮＣ 转入细胞。 转染后 ４８ ｈ，收集细

胞，用 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测 ｍｉＲ⁃１４０ ｍｉｍｉｃ 的转染效率后，
用于后续实验。
１􀆰 ２􀆰 ３ 　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测 ｍｉＲ⁃１４０ 相对表达量：用

ＴａｑＭａｎ ｍｉＲＮＡ 分离试剂盒从 ＫＢＭ５ 和 ＫＢＭ５Ｒ 细

胞以及已转染 ｍｉＲ⁃１４０ ｍｉｍｉｃ 或 ｍｉＲ⁃ＮＣ 的 ＫＢＭ５Ｒ
细胞中提取 ｍｉＲＮＡｓ。 用 ＴａｑＭａｎ ｍｉｃｒｏＲＮＡ 测定试

剂盒进行 ｍｉＲＮＡ 定量的测定。 用 ＴａｑＭａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ
ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 反应试剂盒和各引物在 ＡＢＩ ７５００
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实时定量 ＰＣＲ（ｑＰＣＲ）系统进行分析。 反应条件为

９５ ℃ １０ ｍｉｎ，然后进行 ４０ 个循环（９５ ℃ １５ ｓ，６０ ℃
１ ｍｉｎ）。 用 ２－△△Ｃｔ法计算 ｍｉＲ⁃１４０ 相对于内部对照

Ｕ６ 的表达量。 引物的序列如下：ｍｉＲ⁃１４０ （正向）：
５′⁃ＧＡＧＴＧＴＣＡＧＴＧＧＴＴＴＴＡＣＣＣＴ⁃３′， ｍｉＲ⁃１４０ （ 反

向）： ５′⁃ＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴＡＴＴＣ⁃３′； Ｕ６ （正向）：
５′⁃ＣＴＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡＴＡＴＡＣＴ⁃３′，Ｕ６ （反向）：
５′⁃ＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴＧＴＣ⁃３′。
１􀆰 ２􀆰 ４　 ＣＣＫ⁃８ 法检测细胞活力：将已转染 ｍｉＲ⁃１４０
ｍｉｍｉｃ 或 ｍｉＲ⁃ＮＣ 的 ＫＢＭ５Ｒ 细胞以 ３×１０６ 个细胞 ／
ｍＬ 接种到 ６ 孔培养板中，分别用 ０、２５、５０、７５ 和

１００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ的 ＩＭ 处理 ２４ ｈ。 每孔加入 １０ μＬ ＣＣＫ⁃８
试剂，并在 ３７ ℃ 温育 ４ ｈ 后，用酶标仪在波长

４５０ ｎｍ处检测吸光度（Ａ）值。
１􀆰 ２􀆰 ５　 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ ／ ＰＩ 染色流式细胞测量术检

测细胞凋亡：用 １００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＩＭ 将已转染 ｍｉＲ⁃１４０
ｍｉｍｉｃ 或 ｍｉＲ⁃ＮＣ 的 ＫＢＭ５Ｒ 细胞处理 ２４ ｈ 后，ＰＢＳ
洗涤细胞 ２ 次，用无 ＥＤＴＡ 的胰蛋白酶消化，收集细

胞。 按照试剂盒说明书步骤，在室温避光下进行

ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ 和 ＰＩ 染色。 用流式细胞仪分析细

胞凋亡。
１􀆰 ２􀆰 ６　 ＪＣ⁃１ 染色评估线粒体膜电位：用 １００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ
的 ＩＭ 将 已 转 染 ｍｉＲ⁃１４０ ｍｉｍｉｃ 或 ｍｉＲ⁃ＮＣ 的

ＫＢＭ５Ｒ 细胞处理 ２４ ｈ 后，在 ３７ ℃避光下进行 ＪＣ⁃１
染色。 用荧光显微镜拍照，并用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析红

色荧光和绿色荧光的荧光强度。
１􀆰 ２􀆰 ７　 荧光素酶活性分析验证 ｍｉＲ⁃１４０ 与 Ｂｃｌ⁃２ 的

靶向关系： ｍｉＲａｎｄａ 在线软件（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ􀆰 ｍｉｃｒｏｒｎａ􀆰
ｏｒｇ ／ ｍｉｃｒｏｒｎａ ／ ｈｏｍｅ􀆰 ｄｏ）预测Ｂｃｌ⁃２的 ３′ＵＴＲ 中存在

ｍｉＲ⁃１４０ 结合位点。 用点突变试剂盒将预测 Ｂｃｌ⁃２
基因 ３′ＵＴＲ 与 ｍｉＲ⁃１４０ 结合的位点的基因序列进

行点突变，并用 ＰＣＲ 将Ｂｃｌ⁃２基因的 ３′ＵＴＲ 以及已

点突变的 ３′ＵＴＲ 的基因序列扩增并分别插入荧光

载体中，构建野生型（ＷＴ） Ｂｃｌ⁃２ ３′ＵＴＲ 和突变型

（ＭＵＴ）Ｂｃｌ⁃２ ３′ＵＴＲ 荧光载体质粒。 用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
２０００ 将 ｍｉＲ⁃１４０ ｍｉｍｉｃ 或 ｍｉＲ⁃ＮＣ 以及 ＷＴ⁃Ｂｃｌ⁃２
３′ＵＴＲ或 ＭＵＴ⁃Ｂｃｌ⁃２ ３′ＵＴＲ 质粒共转染到细胞中。
转染 ４８ ｈ 后，通过双荧光素酶报告分析系统分析荧

光素酶活性。
１􀆰 ２􀆰 ８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 Ｂｃｌ⁃２ 和 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３
的表达： 分别取 ＫＢＭ５ 和 ＫＢＭ５Ｒ 细胞、 已转染

ｍｉＲ⁃１４０ ｍｉｍｉｃ 或 ｍｉＲ⁃ＮＣ 的 ＫＢＭ５Ｒ 细胞以 及

１００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ ＩＭ 处理 ２４ ｈ 的已转染 ｍｉＲ⁃１４０ ｍｉｍｉｃ
或 ｍｉＲ⁃ＮＣ 的 ＫＢＭ５Ｒ 细胞，提取细胞的蛋白质，并
定量蛋白的浓度。 按照常规程序，用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检
测 Ｂｃｌ⁃２、ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 相对与内参 β⁃ａｃｔｉｎ 的相

对表达水平。
１􀆰 ３　 统计学分析

计量数据用均值 ± 标准差 （ ｘ ± ｓ） 表示， 用

ＳＰＳＳ１８􀆰 ０ 软件将实验中所得的数据进行统计学分

析。 两组之间均数比较，采用 ｔ 检验；多组之间均数

比较采用单因素方差分析。

２　 结果

２􀆰 １　 ｍｉＲ⁃１４０ 在 ＫＢＭ５ 和 ＫＢＭ５Ｒ 细胞中的表达

ＫＢＭ５Ｒ 细胞中 ｍｉＲ⁃１４０ 的表达水平为 ０􀆰 ２５±
０􀆰 １３ 明显低于 ＫＢＭ５ 细胞的 ０􀆰 ９９±０􀆰 ０４（Ｐ＜０􀆰 ０１）。
２􀆰 ２　 过表达 ｍｉＲ⁃１４０ 对 ＫＢＭ５Ｒ 细胞伊马替尼敏

感性的影响

与 ｍｉＲ⁃ＮＣ 组比较，ｍｉＲ⁃１４０ ｍｉｍｉｃ 转染组中

ｍｉＲ⁃１４０ 的表达水平明显增加（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；在 ２５ ～
１００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＩＭ 存在的条件下，与 ｍｉＲ⁃ＮＣ 组比

较，ｍｉＲ⁃１４０ ｍｉｍｉｃ 转染组的细胞活力明显降低

（Ｐ＜０􀆰 ０１或 Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）；在 １００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＩＭ 条件

下，与 ｍｉＲ⁃ＮＣ 组比较，ｍｉＲ⁃１４０ ｍｉｍｉｃ 转染组的细

胞凋亡明显增加（Ｐ＜０􀆰 ００１）（图 １）。
２􀆰 ３　 过表达 ｍｉＲ⁃１４０ 对 ＫＢＭ５Ｒ 细胞的线粒体膜

电位和 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３表达的影响

在 １００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＩＭ 条件下，与 ｍｉＲ⁃ＮＣ 组比

较，ｍｉＲ⁃１４０ ｍｉｍｉｃ 转染组线粒体膜电位明显降低

［表现为绿色荧光强度 ／红色荧光强度明显增加

（Ｐ＜０􀆰 ００１）］，ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 表达水平明显增加

（Ｐ＜０􀆰 ００１）（图 ２）。
２􀆰 ４　 Ｂｃｌ⁃２是 ｍｉＲ⁃１４０ 的靶标

与 ＫＢＭ５ 细胞相比，ＫＢＭ５Ｒ 细胞中 Ｂｃｌ⁃２ 表

达水平明显增加（Ｐ＜０􀆰 ００１） （图 ３Ａ）；与 ｍｉＲ⁃ＮＣ
组比较，ｍｉＲ⁃１４０ ｍｉｍｉｃ 转染组 Ｂｃｌ⁃２ 表达水平明

显降低（Ｐ＜０􀆰 ００１） （图 ３Ｂ）；Ｂｃｌ⁃２是 ｍｉＲ⁃１４０ 的靶

基因（图 ３Ｃ）。

３　 讨论

尽管已经进行了许多研究试图克服对抗癌药的
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郑研　 上调 ｍｉＲ⁃１４０增强人 ＣＭＬ 细胞株 ＫＢＭ５Ｒ 对伊马提尼的敏感性

Ａ􀆰 ａｆｔｅｒ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｉｎｔｏ ＫＢＭ５Ｒ ｃｅｌｌｓ ｗｉｔｈ ｍｉＲ⁃ＮＣ ｏｒ ｍｉＲ⁃１４０ ｍｉｍｉｃ， ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｍｉＲ⁃１４０ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ
ＲＴ⁃ｑＰＣＲ； Ｂ􀆰 ＫＢＭ５Ｒ ｃｅｌｌｓ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｍｉＲ⁃ＮＣ ｏｒ ｍｉＲ⁃１４０ ｍｉｍｉｃ ｗｅｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ２５ － １００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ ＩＭ ｆｏｒ
２４ ｈｏｕｒｓ； Ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＣＣＫ⁃８ ａｓｓａｙ； Ｃ⁃Ｄ􀆰 ＫＢＭ５Ｒ ｃｅｌｌｓ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｍｉＲ⁃ＮＣ ｏｒ ｍｉＲ⁃１４０ ｍｉｍｉｃ
ｗｅｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ １００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ ＩＭ ｆｏｒ ２４ ｈｏｕｒｓ； Ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ； ∗Ｐ＜０􀆰 ０１， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１
ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｉＲ⁃ＮＣ ｇｒｏｕｐ

图 １　 过表达 ｍｉＲ⁃１４０ 增强 ＫＢＭ５Ｒ 细胞对伊马替尼的敏感性

Ｆｉｇ １　 Ｏｖｅｒ⁃ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ⁃１４０ ｅｎｈａｎｃｅｄ ｔｈｅ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＫＢＭ５Ｒ ｃｅｌｌｓ ｔｏ ｉｍａｔｉｎｉｂ （ｘ±ｓ， ｎ＝４）

耐药性，但化疗耐药仍然是目前治疗 ＣＭＬ 患者的主

要障碍。 ＣＭＬ 最常见的耐药机制是 ＡＢＬ 激酶结构

域（ｋｉｎａｓｅ ｄｏｍａｉｎ，ＫＤ）点突变，其在耐药 ＣＭＬ 患者

中约占 ５０％，尤其是获得性耐药患者［８］。 ＴＫＩｓ 的主

要治疗靶点即为 ＡＢＬ ＫＤ，而其突变严重阻碍 ＴＫＩｓ
与 ＡＢＬ 激酶的结合，并最终影响 ＣＭＬ 的疗效［９］。
因此，必须发现除 ＡＢＬ ＫＤ 之外的其他目标，以优化

患者对 ＴＫＩｓ 的反应。
关于 ｍｉＲＮＡ 参与调控肿瘤化疗敏感性的作

用的研究逐渐受到研究人员的关注。 此前的研

究已经证实 ｍｉＲ⁃１４０ 在多种肿瘤中发挥抑制肿

瘤的作用 ［５⁃７］ 。 最近研究 ［１０］ 表明，ｍｉＲ⁃１４０ 可促

进非小细胞肺癌细胞对顺铂的敏感性。 本研究

使用 ＩＭ 耐药 ＣＭＬ 细胞系 ＫＢＭ５Ｒ 和正常 ＣＭＬ
细胞系 ＫＢＭ５ 探索了 ｍｉＲ⁃１４０ 与 ＩＭ 耐药之间的

关系，并通过将 ｍｉＲ⁃１４０ ｍｉｍｉｃ 转染到 ＫＢＭ５Ｒ 细

胞中来研究过表达 ｍｉＲ⁃１４０ 对 ＩＭ 敏感性的影

响。 结果显示，ｍｉＲ⁃１４０在 ＫＢＭ５Ｒ 中表达显着下

调，过表达ｍｉＲ⁃１４０能抑制 ＫＢＭ５Ｒ 的增殖活性并

促进了 细 胞 凋 亡，降 低 线 粒 体 膜 电 位 和 增 加

ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 表达。 这些发现表明，ｍｉＲ⁃１４０
表达降低可能是 ＣＭＬ 的 ＩＭ 耐药的机制之一，而
上调ｍｉＲ⁃１４０能增强 ＫＢＭ５Ｒ 细胞对 ＩＭ 的敏感性。

ＭｉｃｒｏＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）是通过与靶 ｍＲＮＡ 的 ３′非
翻译区（３′⁃ＵＴＲ）的碱基以互补配对结合方式负调

控基因表达来发挥生物学效应。 因此，鉴定 ｍｉＲ⁃
１４０ 靶基因对于理解其在 ＣＭＬ 的 ＩＭ 耐药中的作用

非常重要。 本研究发现，ｍｉＲ⁃１４０ 在 ＫＢＭ５Ｒ 中能够

直接靶向Ｂｃｌ⁃２的 ３′⁃ＵＴＲ 并负调节 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达。
Ｂｃｌ⁃２ 具有促进细胞存活的作用，同样抑制 Ｂｃｌ⁃２ 表

达能抑制细胞活性和促进细胞凋亡。 最近的研究强

调了 Ｂｃｌ⁃２ 在维持骨髓白血病干细胞干性和存活中
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Ａ，Ｂ􀆰 ＫＢＭ５Ｒ ｃｅｌｌｓ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｍｉＲ⁃ＮＣ ｏｒ ｍｉＲ⁃１４０ ｍｉｍｉｃ ｗｅｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ １００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ ＩＭ ｆｏｒ ２４ ｈｏｕｒｓ； Ｍｉｔｏｃｈｏｎ⁃
ｄｒｉａｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＪＣ⁃１ ｓｔａｉｎｉｎｇ （ｓｃａｌｅ ｂａｒ＝ １０ μｍ）； Ｃ􀆰 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｄｅｔｅｃ⁃
ｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ； ∗Ｐ＜０􀆰 ００１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｉＲ⁃ＮＣ ｇｒｏｕｐ

图 ２　 过表达 ｍｉＲ⁃１４０ 对 ＫＢＭ５Ｒ 细胞的线粒体膜电位和 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３表达水平的影响

Ｆｉｇ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｏｖｅｒ⁃ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ⁃１４０ ｏｎ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ａｎｄ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｃｌｅａｖｅｄ

　 　 　 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＫＢＭ５Ｒ ｃｅｌｌｓ （ｘ±ｓ， ｎ＝４）

的重要作用［１１］。 也有报道证明，Ｂｃｌ⁃２ 抑制剂 ＡＢＴ⁃
７３７ 和 ＡＢＴ⁃２６３ 可明显增强 ＴＫＩｓ 诱导的原发性

ＣＭＬ 细胞死亡［１２⁃１３］。 因此，这些结果证实 ｍｉＲ⁃１４０
通过靶向 Ｂｃｌ⁃２ 增强 ＫＢＭ５Ｒ 的敏感性。

总之，本研究表明 ｍｉＲ⁃１４０ 表达下调可能是导

致 ＣＭＬ 的 ＩＭ 耐药的关键因素，上调 ｍｉＲ⁃１４０ 能通

过Ｂｃｌ⁃２增强 ＫＢＭ５Ｒ 对药物的敏感性。
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郑研　 上调 ｍｉＲ⁃１４０增强人 ＣＭＬ 细胞株 ＫＢＭ５Ｒ 对伊马提尼的敏感性

Ａ􀆰 ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂｃｌ⁃２ ｉｎ ＫＢＭ５ ａｎｄ ＫＢＭ５Ｒ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ； Ｂ􀆰 ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂｃｌ⁃２ ｉｎ ＫＢＭ５Ｒ ｃｅｌｌｓ
ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｍｉＲ⁃ＮＣ ｏｒ ｍｉＲ⁃１４０ ｍｉｍｉｃ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ； Ｃ􀆰 Ｂｃｌ⁃２ ａｎｄ ｍｉＲ⁃１４０ ｔａｒｇｅｔｅｄ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅｓ
ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｂｙ ｍｉＲａｎｄａ ｓｏｆｔｗａｒｅ； Ｄ􀆰 ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｂｃｌ⁃２ ａｎｄ ｍｉＲ⁃１４０ ｗａｓ ｖｅｒｉｆｉｅｄ ｂｙ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ
ａｎａｌｙｓｉｓ； ∗Ｐ＜０􀆰 ００１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｉＲ⁃ＮＣ ｇｒｏｕｐ

图 ３　 Ｂｃｌ⁃２是 ｍｉＲ⁃１４０ 的靶标

Ｆｉｇ ３　 Ｂｃｌ⁃２ ｗａｓ ａ ｔａｒｇｅｔ ｏｆ ｍｉＲ⁃１４０（ｘ±ｓ， ｎ＝４）
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